添加 剂 对 大 和 孔 吸附 树脂 固定 化 脂肪 酶 的 影响 


林海 蛟 2， 张 继 福 3， 张 云 1， 孙 爱 君 1， 胡 云 峰 工 
1 中 国 科 学 院 南海 海洋 研究 所 ， 中 国 科 学 院 热带 海洋 生物 资源 与 生态 重点 实验 室 ， 广 州 510301 
2 中 国 科 学 院 大 学 ， 北 京 ，100049 
3 广东 省 中 医院 ， 广 州 510120 


摘要 : 利用 大 孔 吸 附 树脂 DA-201 为 载体 对 海洋 脂肪 酶 固定 化 ， 并 探寻 添加 剂 对 固定 化 过 程 
的 影响 。 分别 以 NHsCl、 甘 露 糖 和 甘氨酸 为 添加 剂 ， 采用 单 因 素 和 正 交 实验 相 结 合 的 方法 优 
化 条 件 。 结 果 显 示 ， 以 NH4sCl 为 添加 剂 的 最 优 条 件 ， 柠檬 酸 -柠檬 酸 钠 缓冲 液 pH 6.0， 固 定 
化 温度 30C， 载 体 投 放量 0.5g，NH4Cl 浓度 为 25mmolL， 固 定 化 时 间 3.0hn， 酶 活力 达到 
115.27U/g; 比 不 含有 添加 剂 的 固定 化 酶 固定 化 效率 提高 47.42%。 以 甘露 糖 为 添加 剂 最 有 条 
件 : 磷酸 二 氧 钾 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 pH7.0， 固 定 化 温度 35'C， 载 体 投放 量 0.5g， 甘 露 糖 浓度 
10mmolJL， 固 定 化 时 间 4.5h; 酶 活力 达到 122.75U/g， 比 不 含有 添加 剂 的 固定 化 酶 固定 化 效 
率 提高 6.50%。 以 甘氨酸 为 添加 剂 的 最 优 条 件 : 磷酸 二 氧 钾 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 pH7.0， 固 定 化 
温度 20C， 载 体 投 放量 0.5g， 上 甘氨酸 浓度 为 25mmolyL， 固 定 化 时 间 7.5h; 酶 活力 达到 
141.69U/g， 比 不 含有 添加 剂 的 固定 化 酶 固定 化 效率 提高 26.12%。 采 用 不 同 添加 剂 对 大 孔 吸 
附 树 脂 DA-201 的 吸附 固定 化 过 程 有 较 大 影响 ， 可 以 极 大 的 提高 吸附 效率 ; 同时 发 现 缓冲 液 
类 型 、pH、 温 度 、 添 加 剂 浓 度 和 固定 化 时 间 等 对 DA-201 树脂 吸附 脂肪 酶 有 很 大 影响 ， 对 后 
续 吸 附 固定 化 工业 酶 研究 有 较 好 的 参考 价值 。 
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The Effective of Additives on the Immobilization of Lipase by Microporous Absorbent Resin 
LIN Hai-jiao!”, ZHANG Ji-fu;, ZHANG Yunl SUN Ai-junl HU Yun-feng!* 
1. CAS Key Laboratory of Tropical Marine Bio-resources and Ecology, South China Sea Institute 
of Oceanology, Chinese Academy of Sciences, Guangzhou, 510301 
2. University of Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China 
3. Guangdong Provincial Hospital of Chinese Medicine, Guangzhou, 910120 


Abstract: Macroporous absorbent resin DA-201 was adopted as a carrier to immobilize 
marine-derived lipase, and the influence of additives on the immobilization process was explored. 
NH4Cl mannose and glycine were used as the additives, and the conditions were optimized by a 
combination of single factor and orthogonal experiments. The results showed that the optimal 
conditions with additive NH4sC] were: citric acid-sodium citrate buffer pH6.0, immobilization 
temperature 30°C, carrier quantity 0.5g, NHaCl concentration 25mmol/L, immobilized time 3.0h; 
enzyme activity reached 115.27U/g, which was 47.42% higher than that of the immobilized 
enzyme without additive. The optimal conditions with additive mannose were: potassium 
dihydrogen phosphate-sodium hydroxide buffer pH7.0, immobilized temperature 35°C, catrier 
quantity 0.5g, mannose concentration 10mmolL, the immobilized time 4.5h; the enzyme activity 
reached 122.75U/g, which was 6.50% higher than that of the immobilized enzyme without 
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additive. The optimal conditions with glycine additive: potassium dihydrogen phosphate-sodium 
hydroxide buffer pH7.0，immobilized temperature 20°C, cartrier quantity 0.5g, the glycine 
concentration 25mmol/L, the immobilized time 7.5h; the enzyme activity reached 141.69U/g, 
which was 26.12% higher than that of the immobilized enzyme without additive. The addition of 
different additives exhibited great effects on the immobilization through absorbtion by 
macroporous absorbent resin DA-201 and could greatly improve the adsorption efficiency. 
Additionally, buffer type, pH, temperature, additive concentration and immobilization time were 
found to have great influence on the adsorption of lipase by resin DA-201, which provides good 
reference for subsequent research of the immobilization of industrial enzymes. 

Keywords: Macroporous absorbent resin; Marine lipase; [Immobilization; Additives 


引言 : 

脂肪 酶 (lipase，EC 3.1.1.3) 隶 属于 羧基 酯 水 解 酶 类 ， 能 够 逐步 的 将 甘油 三 酯 水 解 成 甘油 
和 脂肪 酸 ， 催 化 水 解 、 醇 解 酯 化 和 转 酯 等 化 学 反应 上 ]。 在 食品 、 农 业 和 医药 等 领域 具有 巨 
大 的 应 用 价值 和 m4。 然而 ， 在 实际 使 用 中 游离 脂肪 酶 对 环境 高 度 敏感 ， 不 稳定 且 可 变性 大 9。 
而 且 酶 催化 剂 的 价格 通常 很 高 ,并 且 难 以 在 反应 体系 中 分 离 回收 利用 晶 贵 的 游离 酶 , 这些 问 
题 导 致 生产 成 本 增加 ， 成 为 酶 工业 化 的 技术 瓶颈 ， 并 限制 了 游离 脂肪 酶 的 广泛 应 用 。 为 了 解 
人 脂肪 酶 在 固定 化 后 仍然 用 活 率 


入 定性 和 耐 受 性 等 重要 工业 性 能 


j 酶 
FH 
上 心 


E 高 m， 因 此 ， 相对 游离 
脂肪 栈 ， 固 定 化 脂肪 酶 更 具有 经 济 价值 ， 其 应 用 更 加 广泛 。 常 见 的 国定 化 技术 丰 豚 附 法 、 交 


联 法 、 包 埋 法 及 共 价 交 联 法 四 种 。 四 种 方法 各 具 优 缺 点 ， ei sn Mon 
载体 选择 范围 广 、 价 格 低 和 操作 简单 等 优点 00。 因 此 本 实验 + 法 进行 固定 化 脂肪 酶 。 

大 孔 吸 附 树脂 是 一 种 不 含 交 换 基 团 、 具 有 大 孔 结 # 构 的 有 机 高 聚 物 吸附 刘 平均 孔径 为 
10-13nm， 利 用 本 身 的 范 德 华 力 或 氧 键 进行 吸附 00; 又 由 于 具有 大 孔 网 状 结 构 和 比较 大 的 比 
表面 积 而 有 筛选 性 能 602， 而 且 大 孔 吸 附 树 脂 具 有 不 溶 于 酸 、 碱 、 有 机 溶剂 和 稳定 性 好 等 特 
3]。 近 年 来 ， 大 和 孔 吸附 树脂 在 酶 固定 化 领域 运用 越 来 越 广泛 ， 如 谢 雪 凤 等 9 利用 大 孔 吸 
附 树 脂 AB-8 固定 化 过 氧化 氧 酶 ; 赵 庆 节 等 0 以 大 孔 吸 附 树 脂 HZ-841 为 载体 固定 化 脂肪 酶 ， 
并 以 制 得 的 固定 化 酶 催化 拆 分 消 旋 蔡 普 生 ; 王 海 雄 09 以 大 孔 吸 附 树脂 为 载体 吸附 固定 化 猪 
胰 脂 酶 。 因 此 ， 本 研究 选择 大 孔 吸 附 树脂 作为 吸附 固定 化 的 载体 ， 通 过 良好 的 吸附 性 能 进行 
工业 酶 的 固定 化 制剂 研究 ， 可 以 有 效 的 避免 化 学 固定 化 法 对 工业 酶 功能 的 损害 。 
同时 , 根据 相关 研究 表明 , 一 些 添 加 试剂 也 会 对 游离 酶 和 固定 化 酶 产生 促进 或 者 钝 化 的 
影响 。 比 如 利用 异 丙 醇 处 理 固 定 化 脂肪 酶 ， 其 对 〈$) - 酮 洛 芬 羟 烷 基 酯 在 有 机 溶剂 中 合成 的 
对 映 选择 性 和 反应 速率 明显 增强 7。 彭 维 等 U3 研究 了 不 同 金属 离子 对 B - 葡 聚 糖 酶 及 木 聚 糖 
酶 酶 活力 的 影响 ， 发 现 Na'、 ee th til 案 糖 酶 具有 激活 作用 ， 而 
Cu”* 对 其 起 抑制 作用 ;Na*、K1、Ca”* 对 木 聚 糖 有 激活 作用 ，Mg”*、Mn”*、Fe3*、Ca” 则 起 抑 
制作 用 。 但 是 关于 无 机 盐 、 人 和 和 氨基酸 等 其 他 添加 剂 对 固定 化 过 程 以 及 使 用 大 和 孔 树 脂 固 定 
化 酶 的 影响 的 研究 极 少 , 因此 本 研究 针对 海洋 脂肪 酶 固定 化 过 程 , 先 筛选 出 固定 化 效果 较 好 
的 大 孔 吸 附 树脂 DA-201 和 添加 剂 类 种 ， 系 统 探究 这 三 种 添加 剂 对 大 孔 吸 附 树 脂 DA-201 固 
定 化 脂肪 酶 的 影响 ， 并 进一步 研究 固定 化 海洋 来 源 脂 肪 酶 的 最 优 温度 、pH、 载 体 量 、 时 间 
等 对 吸附 固定 化 有 重要 影响 的 因素 ， 以 确定 最 优 工 艺 条 件 。 
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1. 材 料 与 方法 
1.1 材料 与 仪器 
材料 : 海洋 《〈 假 丝 酵母 )》 脂肪 酶 〈 上 海 鼓 蕊 生物 有 限 公司 )、 大 孔 吸 附 树 脂 《〈 郑 州 和 成 


FF hinaV i 全 
CNINaA IV us | 


新 材料 科技 有 限 公司 )、 聚 乙烯 醇 PVA (天 津 市 大 茂 化 学 试剂 三 )、 无 水 醋酸 铜 ( 阿 拉丁 )、 
橄榄 油 (上 海 麦克 林 生 化 科技 有 限 公 司 )、 无 水 乙醇 (天 津 市 津 东 天 正 精 细 化 学 试剂 厂 )、 异 
辛 烷 ( 天 津 富 宇 精 细 化 工 有 限 公 司 )、 糖 类 、 和 氨基酸 、 无 机 盐 ( 广 州 东 巨 有 限 公司 )。 
仪器 : PB-10 酸度 计 ( 德 国 Sartorus 公司 )、Allegra X-30R Centrifuge 型 离心 机 (Beckman， 
Coulter)、DJS-2012R 型 恒温 摇 床 (上海 实 维 实 验 仪器 技术 有 限 公 司 )、SCIENTZ-IID 型 超 
声 破碎 仪 〈 宁 波 新 芝 生 物 公司 )、 酶 标 仪 (瑞士 Tecan Infinite M200 Pro 公司 )、 涡 旋 振 荡 器 
(Tomos )、DK-8D 水 浴 锅 〈 上 海 一 恒 科 学 仪器 有 限 公 司 )、 电 热 鼓 风 箱 (上海 一 恒 科 学 仪器 
有 限 公司 )。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 酶 活力 的 测定 
使 用 改进 铜 皂 分 光 光 度 法 09] 测 酶 活力 。 在 25mL 的 试管 中 依次 加 入 lmL 橄榄 油 底 物 乳 
化 液 和 1.25mL0.05mol/L 的 磷酸 钠 缓冲 液 ，40C 预 热 Smin， 再 加 入 脂肪 酶 液 上 清 ，40C 摇 
床 恒温 震荡 15min。 然后 取出 , 快速 加 入 0.5mL 6 moyL 盐酸 和 3mL 95% 的 乙醇 终止 酶 活性 。 
混 匀 之 后 ， 加 入 1.5mL 的 异 辛 烷 溶液 ， 在 涡 旋 振 荡 器 上 震荡 2min， 使 其 充分 混 匀 ， 然 后 放 
在 60'C 水 浴 锅 静 置 分 层 ， 再 常温 水 冷却 Smin 后 ,吸取 上 层 异 辛 烷 0.5mL 于 新 的 试管 中 ,再 
~ 加 入 2mL 异 辛 烷 和 0.5mL 的 铜 盐 显 色 剂 , 在 涡 旋 振荡 器 上 继续 震荡 2min。 静 置 Imin 以 上 ， 
| 取 上 层 液 0.1mL 在 酶 标 仪 中 测 其 OD 值 。 


式 中 : X 为 脂肪 酶 活力 ，U/mL 

c 为 脂肪 酶 浓度 ，hmolmL 

V 为 脂肪 酸 溶液 体积 ，mL 

V ”为 酶 液 用 量 ，mL 

t 为 酶 解 反应 时 间 ，min 

1.2.2 酶 活力 定义 : 在 测定 条 件 下 (40'C，pH7.0)， 每 分 钟 催化 1umol 底 物 转化 为 脂肪 

酸 所 需 的 酶 量 为 一 个 活力 单位 〈U) P0。 
= 1.2.3 橄榄 油 底 物 乳 化 液 配制 2 
= 称 取 聚 乙烯 醇 (PVA， 聚 合 度 1750) 8.0g， 加 去 离子 水 200mL, 在 沸水 浴 中 加 热 ， 搅 拌 ， 
《9 至 全 部 溶解 。 冷 却 后 ， 取 4% 的 PVA 溶液 30mL， 加 橄榄 油 10mL， 用 细胞 破碎 仪 进 行 超声 
混 匀 ， 化 成 白色 乳 状 液 ，4'C 冰 箱 储存 备用 。 


1.2.4 脂肪 酶 的 固定 化 
称 取 一 定量 的 载体 放 在 塑料 管内 ， 然 后 加 入 10mL 脂肪 酶 上 清 液 ， 在 200rpm/min 抒 床 


1.3 大 孔 吸 附 树脂 的 得 ; 

大 孔 吸 附 树 脂 载体 有 : D4020、DA-201、HPD100、NKA-9、NKA-I[、H103、HPD700、 
X-5、GDX-104。 在 pH6.5、 温 度 30C、 固 定 化 时 间 3h、1.0g 载体 的 条 件 下 进行 固定 化 。 选 
出 酶 活力 最 高 的 大 孔 吸 附 树 脂 。 

1.4 添加 剂 对 脂肪 酶 固定 化 的 影响 

用 0.05 mol/L PBS 绥 冲 液 溶 解 酶 粉 ， 配 成 浓度 为 2.0mg/mL 的 脂肪 酶 液 ， 再 取 10.0mL 
上 清 酶 液 加 入 盛 有 1.0g 大 孔 吸 附 树 脂 DA-201 的 50mL 塑料 管 中 。 同时 加 入 2、5、10mmol/L 
三 个 浓度 梯度 的 添加 剂 。 糖 类 添加 剂 有 木 糖 醇 、 甘 露 糖 、 海 藻 糖 、D- 木 糖 、 山 梨 醇 、 莽 糖 、 
半 乳 糖 、 麦 菠 糖 、 和 葡萄 糖 和 果糖 10 种 ; 无 机 盐 添 加 剂 有 KCl、 NHsCl、 MgCl2、 CaCls、 Na2COs、 
NaCl、(NH4)2SO4、Na2SO4 和 MgSO4 共 9 种 ; 氨基 酸 添 加 剂 有 丙 氨 酸 、 苏 氨 酸 、 甘 氨 酸 、 
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丝氨酸 、 和 纺 氮 酸 共 $ 种 。 古 
条 件 下 固定 3h。 月 


1.5 脂肪 酰 


1.5.1 组 ; 


' 液 类 型 的 选择 


分 别 配制 pH6.5 的 磷酸 钠 缓 ; 


E 相 应 的 空 
日 0.05molL PBS 缓冲 液 洗 
固定 化 单 因素 实验 


白 组 中 不 添加 任何 添加 剂 。 放 于 30'C 恒 温 摇 床 ,200r/min 


表面 酶 分 子 ， 抽 滤 、 烘 干 测 酶 活力 。 


液 、 柠 檬 酸 -柠檬 酸 钠 缓冲 液 、 森 檬 酸 -磷酸 氧 二 钠 缓冲 液 、 


磷酸 二 氧 钾 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 ， 再 用 这 四 种 缓冲 液 溶解 脂肪 酶 粉剂 , 配 成 浓度 2.0mg/mL 的 酶 
液 , 分 别 取 10.0mL 放 在 50mL 的 塑料 管 , 加 入 1.0g 大 孔 吸 附 树脂 DA-201, 在 30'C、200r/min 


的 摇 床 中 吸附 


1.5.2 组 ; 


采用 1.5.1 选 
3.5、 4.0、4.5、5.0、5.5、 
7.5、8.0 梯度 。 并 将 脂肪 本 
添加 剂 时 使 用 柠檬 酸 -柠檬 酸 钠 绥 ; 


固定 化 3h。 
液 pH 对 吸附 
上 的 组 ; 


诲 溶解 于 上 述 组 ; 


固定 化 的 影响 
液 类 型 ,配制 出 系列 pH 梯度。 柠檬 酸 -柠檬 酸 钠 缓冲 液 配 成 pH3.0、 
6.0、6.5 梯度 ; 磷酸 二 氧 钊 - 氧 氧 化 钠 缓冲 液 配 成 pH6.0、6.5、7.0、 


液 。 以 甘露 糖 或 甘氨酸 为 添加 剂 时 使 有 


化 钠 缓冲 液 。 放 于 30C、200rvmin 的 摇 床 中 吸附 固定 化 3h。 
1.5.3 温度 对 吸附 固定 化 的 影响 


准确 称 取 1.0g 大 孔 吸 


液 中 ， 配 成 浓度 2.0mg/mL 的 酶 液 。 以 NH4C1 为 


日 磷酸 二 氧 钾 - 氧 氧 


树脂 DA-201， 放 入 50mL 的 塑料 管 中 。 根 据 添加 剂 类 型 选择 对 


应 缓冲 液 溶 解 脂肪 酶 粉 ， 取 10mL 脂肪 酶 上 清 液 加 入 塑料 管 中 ， 分 别 放 在 20、30、40、50、 
60C 的 摇 床 中 ，200rvmin 固定 化 3h。 


1.5.4 载 


量 对 吸附 


固定 化 的 影响 


分 别称 取 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5g 的 大 孔 吸 附 树脂 DA-201， 放 入 50mL 塑料 管 中 。 根 


据 添 加 剂 类 型 选择 对 应 缓 ; 
添加 剂 的 固定 化 温度 ， 在 2 


1.5.5 添加 剂 浓 度 对 吸附 固定 化 影响 


分 别 将 无 机 盐 、 糖 类 、 
上 清 液 中 稀释 成 2、5、10、20 
剂 类 型 选择 对 应 缓冲 液 、 温 度 、 
1.5.6 固定 化 时 间 对 吸附 固 
其 他 条 件 同 1.5.5, 糖 类 添加 剂 浓度 为 2mmolL， 固 


无 机 盐 浓度 为 20mmol/L， 轩 


20mmolL， 固 


定 化 3h。 


氨基 酸 三 类 添加 剂 配 成 300mmolL 的 母液 ， 然 后 在 10mL 的 酶 
、30mmolL 的 浓度 梯度 ， 加 到 50mL 的 塑料 管 中 。 根 据 添加 

载体 量 ， 在 200r/min 摇 床 固定 化 3h。 
定 化 的 影响 


定 化 时 间 为 1.5、3.0、6.0、9.0、12.0h。 


1.6 脂肪 栈 


在 单 因素 实验 基础 上 选择 对 
活力 回收 率 为 指标 ， 正 交 实 验 因 
表 1: NH4aCl 固定 化 条 从 


固定 化 正 交 实验 方法 


! 液 溶解 脂肪 酶 粉 ， 加 入 10.0mL 酶 上 清 液 。 根 据 1.5.3 选择 不 同 
00r/min 的 摇 床 固 


定 化 时 间 为 1.5、3.0、6.0、9.0、12.0h; 
定 化 时 间 为 1.5、3.0、6.0、9.0、12.0h; 氨基 酸 添加 剂 浓 度 为 


固定 化 影响 较 大 的 因素 设计 4 水 平 


un 


素 与 水 习 


F 见 表 1。 


F 优 化 正 交 试 验 因素 与 水 平 


因素 的 正 交 实验 , 以 酶 


Table 1. Orthogonal test factors and levels of the optimization of immobilization in the 


presence of NH4C1 
序号 pH 温度 /'C 载体 量 /g ”浓度 /mmolL 时 间 /h 
1 5.0 20 0.5 10 | 这 
2 955 25 1.0 15 3.0 
3 6.0 30 1.5 20 4.5 
4 6.5 35 2.0 25 6.0 


表 2: 甘露 糖 固 


定 化 条 伯 


优化 正 交 试 验 因素 与 水 平 


Table 2. Orthogonal test factors and levels of the optimization of immobilization in the presence of 


ammonium mannose 


序号 pH 温度 /C 载体 量 /g 浓度 /mmolL 时 间 峰 

1 6.0 25 0.5 1.5 

2 6.5 30 1.0 5 3.0 

3 7.0 35 1.5 10 4.5 

4 7.5 40 2.0 15 6.0 
表 2: 甘氨酸 固定 化 条 件 优 化 正 交 试验 因素 与 水 平 


Table 2. Orthogonal test factors and evels of the optimization of immobilization in the presence of 


ammonium glycine 


序号 pH 温度 /C 载体 量 /g 浓度 /mmolL 时 间 /h 
1 6.0 20 0.5 10 3.0 
2 6.5 25 1.0 15 4.5 
3 7.0 30 1.5 20 6.0 
4 7.5 35 2.0 25 7 
2. 结 果 与 分 析 


2.1 大 孔 吸 附 树脂 的 筛选 
检测 筛选 了 D4020、DA-201、HPD100、NKA-9、NKA-I、H103 、HPD700、X-5 和 


GDX-104 共 9 种 载体 的 吸附 固定 化 效果 ; 


2.2 添加 剂 对 脂 


探究 不 同 添加 章 
CaCl、NazCO3、NaCl、(NH4)2SO4、 
三 个 浓度 。 结 果 如 图 1(b) 所 示 ，NH4Cl 和 CNH4)2SO4 添加剂 能 够 对 脂肪 酶 吸附 固 
作用 ，Naz2SO4 和 MgSO4 对 脂肪 醴 
NaCl 对 脂肪 酶 吸附 固 
的 NH4z 和 CL 可 以 改变 大 孔 吸 附 树脂 表面 的 | 
此 选择 NH4C1 作为 无 

糖 类 添加 剂 有 木 糖 醇 、 甘 露 糖 、 
葡萄 糖 和 果糖 10 种 ， 每 个 糖 类 设置 2>、5、10mmol/L 三 个 浓度 。 结 果 如 图 1(c) 所 示 ， 
都 有 一 定 促进 作用 ， 


糖 类 对 固定 化 栈 


有 机 物 的 吸附 选择 性 好 0 


肪 酶 固 


1 对 脂肪 酶 吸附 


第 选 


定 化 的 影响 


定 化 影响 不 大 。 其 


Na2SO+4 和 MgSOy4 


吸附 固定 化 有 钝 化 作 月 
中 NH4C1 的 促进 作 


iL 盐 添加 剂 进行 后 续 优化 实验 。 


糖 类 添加 剂 进行 后 续 优 化 实验 。 


氨基 酸 选 择 丙 氨 酸 、 苏 氨 酸 、 甘 氨 酸 、 丝 氨 酸 、 和 


海藻 糖 、D- 木 糖 、 


其 中 甘露 糖 的 促进 作用 最 为 明显 , 因 


结果 如 图 1(a) 所 示 ， 不 同 的 吸附 树脂 对 脂肪 酶 的 
吸附 效果 差异 极 大 。 大 孔 吸 附 树 脂 DA-201 是 茶 乙 烯 型 极 性 树脂 ， 其 物理 化 学 性 质 稳定 ， 对 
的 结果 表明 DA-201 的 吸附 效果 较 其 他 吸附 载体 好 。 


固定 化 的 影响 。 无 机 盐 添 加 剂 试验 了 KCl、 NHsCl、 MgCls、 
k 9 种 , 每 个 无 机 盐 设 置 2、5、10mmol/L 


定 化 有 促进 

有 ，KCl、MgCl，、CaCl，>、Na2CO3 和 

最 为 明显 ， 可 能 是 因为 NH4CI 

电荷 状态 ， 或 者 可 以 改变 脂肪 酶 的 离子 状态 。 因 
山梨 醇 、 芒 糖 、 半 有 乳糖、 麦芽糖 、 

示 ， 每 种 

此 选择 甘露 糖 作为 


纺 氨 酸 共 5 种 ， 同 样 是 每 种 氨基 酸 设 


置 2、5、10mmol/L 三 个 浓度 。 结 果 如 图 1(d) 所 示 ， 丙 所 酸 、 苏 氨 酸 、 甘 氨 酸 和 丝氨酸 对 脂 
中 甘氨酸 促进 效果 最 好 ， 因 此 


肪 酶 吸附 回 


定 化 


促进 


选择 甘氨酸 作为 氨基 酸 添加 剂 进行 后 续 优 化 实验 。 


作用 ， 而 纺 氮 酸 对 吸附 效果 不 明显 。 其 
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1 载体 的 筛选 和 添加 剂 对 脂肪 栈 
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吸附 固定 化 的 影响 


Fig.] Screening of carriers and effects of additives on the adsorption immobilization of lipase 


(a)Screening of macroporous adsorption resin. (b) Effect of inorganic salt additives on the 


immobilization of lipase. (¢) Effect of carbohydrate additives on the immobilization of lipase. (d) 


Effect of amino acid additives on the immobilization of lipase. 


磷酸 
冲 液 


4.5、5.0、5.5、6.0、6.5 的 pH 梯度 。| 


2.3 NH4C1 添加 剂 
2.3.1 组 ; 


氨 二 钠 缓 冲 液 、 磷 酸 二 氢 钾 - 氧 氧化 钠 缓 ; 


固定 化 条 件 对 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 影响 
' 液 类 型 及 pH 对 脂肪 栈 
不 同类 型 的 缓冲 液 ， 所 含有 的 离子 不 一 样 ， 其 绥 ; 
本 实验 使 用 了 4 种 类 型 的 缓冲 液 ， 分 别 为 磷酸 钠 缓冲 液 、 柠 檬 酸 -柠檬 酸 钠 绥 ; 


固定 化 的 影响 


国 
使 


定 化 效果 最 好 。 


[| 


此 选择 柠檬 酸 -柠檬 酸 钠 组 ; 
j 选 出 的 柠檬 酸 -柠檬 酸 钠 进行 pH 对 脂 
图 


2(b) 可 知 ， 缓 ; 


肪 酶 吸附 固定 化 


能力 不 一 样 


' 液 。 结 果 如 图 2(a) 所 示 ， 柠 
液 作为 后 续 优 化 绥 ; 


。 在 pH 为 6.5 的 条 件 - 


7 


液 。 
的 影响 , 设置 了 


! 液 大 


液 、 柠 檬 酸 - 


檬 酸 -柠檬 酸 钠 组 


3.0、3.3、4.0、 


E pH6.0 时 酶 活力 达到 最 高 ， 


之 后 呈 下 降 趋 势 ， 因 此 最 佳 固 定 化 pH 为 6.0。 当 偏 酸 时 ，pH 对 酶 活力 影响 较 大 ， 而 在 碱 性 
环境 中 酶 活力 变化 不 大 。 

2.3.2 温度 对 吸附 固定 化 的 影响 

由 图 2(e) 可 知 ， 随 着 固定 化 温度 升 高 ， 固 定 化 脂肪 酶 的 活力 总 体 呈 现下 降 。 原 因 可 能 是 
温度 过 高 致使 蛋白 质 天 然 结构 发 生 改 变 ， 改 变 酶 活性 中 心 构象 ， 从 而 导致 酶 活性 减弱 。 因 此 
最 适 固定 化 温度 为 20C 。 

2.3.3 载体 量 对 吸附 固定 化 的 影响 


在 等 体积 等 浓度 的 酶 液 中 加 入 不 同 质量 的 载体 ， 会 对 酶 的 吸附 回 


定 化 有 和 


要 影响 。 在 


10.0mL 浓度 为 2.0mg/mL 的 脂肪 酶 上 清 液 中 加 入 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5g 的 大 孔 吸 附 树脂 
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DA-201 载体 ， 其 他 条 件 同 


2.3.4 NH4Cl 浓度 对 吸附 固定 化 的 影响 

将 NHsCl 配 成 500mmolL 的 母液 ， 然 后 在 10mL 的 酶 上 } 
30mmolL 的 浓度 梯度 ， 其 他 条 件 同 2.3.3。 
固定 化 的 最 佳 NH4C1 浓度 。 


SS 


ChinaXiv 合 


2.3.2。 结 果 如 图 2(d) 所 示 ， 随 着 载体 投放 量 逐 渐 增 加 ， 酶 活力 逐 
渐 下 降 。 原因 可 能 是 在 载体 投放 量 较 少 时 ,单位 载体 所 吸附 的 酶 分 子 较 多 ， 当 载体 量 逐 渐 增 
多 时 ， 单 位 载体 所 吸附 的 酶 分 子 逐 步 变 少 ， 所 以 酶 活力 下 降 。 


2.3.5 固定 化 时 间 对 吸附 固定 化 的 影响 
9.0、12.0h 的 时 间 梯 度 ， 结 果 如 图 2( 所 示 ， 随 着 固定 化 时 间 的 


设置 了 1.5、3.0、6.0、 
增长 ， 酶 活力 逐渐 增高 ， 寿 


E 6.0h 达到 最 高 ， 之 后 呈 下 降 趋势 。 原 因 可 外 


的 延长 ，DA-201 载体 的 孔 


青 液 中 稀释 成 2、5、 
结果 如 图 2(e) 所 示 ， 因 此 20mmolL 为 脂肪 酶 吸 


10、20、 


Eb 是 随 着 


固定 化 时 间 


隙 吸附 的 酶 分 子 逐渐 增多 ， 酶 活力 也 随 之 增高 ;而 当 DA-201 载 


体 过 长 时 间 温 泡 在 酶 溶液 中 , 孔隙 吸附 的 酶 分 子 饱和 导致 阻塞 ， 酶 促 反 应 时 酶 分 子 不 能 充分 


展开 ， 酶 活力 随 之 降低 。 


作 期 刊 
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图 2. NH4C1 添加 剂 各 条 件 对 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 影响 


Fig.2 Optimization of lipase immobilization in the presence of NHaCl 


4 


(a) Effect of buffers on the immobilization of lipase. (b) Effect of pH on the immobilization of 
lipase. (c) Effect of temperature on the immobilization of lipase. (d) Effect of the quantity of 
kieselguhr on the immobilization of lipase. (e) Effect of NH4aCl additive concentration on the 
immobilization of lipase. (f) Effect of immobilizing time on the iImmobilization of lipase. 

2.3.6 NH4Cl 添加 剂 正 交 实 验 

设置 5 因素 4 水平 的 正 交 表 , 结果 如 表 4 所 示 , 通过 计算 各 因素 所 对 应 的 水 平 相对 酶 活 
力 之 和 值 判断 出 最 佳 水 平 ， 结 果 为 最 佳 固 定 化 pH 是 6.0， 最 佳 固定 化 温度 30C， 载 体 投 


Hy 


放量 0.5g，NH4Cl 添加 剂 最 佳 浓度 为 25mmol/L， 固 定 化 时 间 3.0h。 通 过 计算 各 因素 对 应 KK 


值得 出 极 差 R， 由 RR 可知 


影响 因素 为 : 载体 量 > 温度 > 时 间 >pH> 浓 度 。 在 最 佳 正 交 条 件 下 ， 
国定 化 酶 活力 达 115.27U/g， 而 在 不 含 NH4C1 添加 剂 的 空白 组 中 国定 化 酶 活力 为 78.19U/g。 


表 4. 使 用 NH4CI 的 吸附 固定 化 条 件 优化 正 交 实 验 结果 与 分 析 


Table 4. Optimization of orthogonal experimental results and analysis of Immobilization 


conditions through adsorption in the presence of NHaCl 


序号 pH 温度 /C 载体 量 /g 浓度 /mmoVL ”时 间 /h 相对 酶 活力 /% 

Number pH Temperature/ Quantity of Concetration Time/h Relative enzyme 
C carrier/g /mmol/L activity/% 

1 5.0 20 0.5 10 1.5 72.02 士 0.97 

2 5.0 25 1.0 15 3.0 76.87 土 0.86 

3 5.0 30 1.5 20 4.5 66.82 土 0.73 

4 5.0 35 2.0 25 6.0 55.87 土 0.96 

5 5.5 20 1.0 20 6.0 62.74 土 1.40 

6 $:5 25 0.5 25 4.5 91.14 士 0.3$1 

7 3.5 30 2.0 10 3.0 61.77 土 1.03 

8 人. 35 1.5 15 1.5 44.82 土 1.41 

9 6.0 20 1.5 25 3.0 61.55 土 1.34 

10 6.0 25 2.0 20 1:5 55.21 圭 0.43 

11 6.0 30 0.5 15 6.0 100.00 土 1.28 

12 6.0 35 1.0 10 4.5 66.62 二 0.61 

13 6.5 20 2.0 15 4.5 55.36 寺 0.63 

14 6.5 25 1.5 10 6.0 65.41 土 1.11 

15 6.5 30 1.0 25 1.5 71.53 土 0.43 

16 6.5 35 0.5 20 3.0 91.06 士 1.36 

Kl 272.17 252.27 354.82 266.41 244.18 

K2 260.48 288.63 277.75 277.05 291.25 

K3 283.38 300.12 238.60 275.83 279.94 

K4 283.36 258.37 228.22 280.10 284.02 

R 22.90 47.85 126.60 13.68 47.07 

优势 水 平 3 3 1 4 2 

优势 组 合 pH6.0, 温度 30'C, 载体 量 0.5g, 浓度 25mmol/L, 时 间 3.0h 

主 次 因素 载体 量 > 温度 > 时 间 >pH> 浓 度 


酸 - 柠 柑 酸 钠 组 ; 


2.4 甘露 糖 添加 剂 固 定 化 条 件 对 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 影响 
2.4.1 缓冲 液 类 型 及 pH 对 脂肪 酶 固定 化 的 影响 
在 pH 为 6.5 的 条 件 下 ， 本 实验 使 用 了 4 种 类 型 的 缓冲 液 ， 分 别 为 磷酸 钠 缓冲 液 、 柠 檬 


液 、 柠 檬 酸 -磷酸 氧 二 钠 缓冲 液 、 磷 酸 二 所 钾 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 。 结 果 如 图 


3(a) 所 示 ， 磷 酸 二 氧 钾 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 固定 化 效果 最 好 。 因 此 选择 磷酸 二 氢 钾 - 氧 氧 化 钠 组 


冲 液 作为 后 续 优化 组 ; 


液 
使 用 选 出 的 磷酸 二 氢 


o 


了 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 的 pH 梯度 。 由 图 3(b) 可 知 ， 缓 冲 液 在 pH6.5 


之 后 明 下 降 趋 势 ， 因 此 最 佳 固 定 化 pH 为 6.5。 


2.4.2 温度 对 吸附 固定 化 的 影响 


钾 - 所 氧化 钠 缓冲 液 进行 pH 值 对 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 影响 。 设 置 


时 酶 活力 达到 最 高 ， 
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由 图 3(c) 可 知 ， 随 着 固定 化 温度 升 高 ， 固 定 化 脂肪 酶 的 活力 上 升 ， 在 30'C 时 达到 最 高 
值 , 之 后 总 体 呈 现下 降 趋势 。 这 是 因为 温度 影响 分 子 热 运动 的 速率 , 在 一 定 的 固定 化 时 间 内 ， 
温度 越 高 ， 酶 分 子 附着 到 载体 上 的 速率 越 大 ; 同时 ， 温 度 过 高 致使 酶 蛋白 分 子 的 天 然 结构 和 
活性 中 心 发 生 改变 ， 从 而 导致 酶 活性 下 降 P4P3。 因 此 最 适 固定 化 温度 为 30'C。 

2.4.3 载体 量 对 吸附 固定 化 的 影响 

在 保持 酶 浓度 不 变 的 前 提 下 改变 吸附 载体 量 的 质量 ， 当 载体 质量 少时 吸附 效率 低 ， 当 载 
体质 量 多 时 浪费 吸附 载体 ， 因 此 在 特定 的 酶 浓度 下 需要 摸索 最 适 吸 附 载体 量 。 在 10.0mL 次 
度 为 2.0mg/mL 的 脂肪 酶 上 清 液 中 加 入 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5g 的 大 孔 吸 附 树脂 DA-201 载 
体 ， 其 他 条 件 同 2.4.2。 结 果 如 图 3(d) 所 示 ， 随 着 载体 投放 量 逐 渐 增 加 ， 酶 活力 逐渐 下 降 。 
原因 可 能 是 在 载体 投放 量 较 少 时 ， 单 位 载体 所 吸附 的 酶 分 子 较 多 ， 当 载体 量 逐 渐 增 多 时 ， 单 
位 载体 所 吸附 的 酶 分 子 逐 步 变 少 ， 所 以 酶 活力 下 降 。 

2.4.4 甘露 糖 浓度 对 吸附 固定 化 的 影响 

将 甘露 糖 配 成 500mmol/L 的 母液 ， 然 后 在 10mL 的 酶 上 清 液 中 稀释 成 2、5、10、20、 
30mmolL 的 浓度 梯度 ， 其 他 条 件 同 2.4.3。 结 果 如 图 3(e) 所 示 ， 因 此 10mmolL 为 脂肪 酶 吸 
寺 固 定 化 的 最 佳 甘露 糖 浓度 。 

2.4.5 固定 化 时 间 对 吸附 固定 化 的 影响 

设置 了 1.5、3.0、6.0、9.0、12.0h 的 时 间 梯 度 ， 结 果 如 图 3(f 所 示 ， 随 着 固定 化 时 间 的 
增长 ， 酶 活力 总 体 呈 下 降 趋势 。 原 因 可 能 是 随 着 固定 化 时 间 的 延长 ，DA-201 载体 的 孔隙 吸 
附 的 酶 分 子 逐 渐 增 多 ， 造成 孔隙 吸附 的 酶 分 子 饱和 、 导 致 阻 塞 , 酶 促 反应 时 酶 分 子 不 能 充分 
展开 ， 酶 活力 随 之 降低 231。 
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A 
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图 3. 甘露 糖 添加 剂 各 条 件 对 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 影响 


Fig.3 Optimization of lipase immobilization in the presence of mannose 


(a) Effect of buffers on the immobilization of lipase. (b) Effect of pH on the immobilization of 


lipase. (c) Effect of temperature on the immobilization of lipase. (d) Effect of the quantity of 


kieselguhr on the immobilization of lipase. (e) Effect of mannose additive concentration on the 


immobilization of lipase. (f) Effect of immobilizing time on the iImmobilization of lipase. 


2.4.6 甘露 糖 添 加 剂 正 交 实验 
设置 5 因素 4 水 平 的 正 交 表 ， 通 过 计 


伪 


-于 


各 基 


素 所 对 应 的 水 习 


EF 相对 酶 活力 之 和 K 值 判 


汤 


出 最 佳 水 平 ， 结 果 为 最 佳 固定 化 PH7.0， 最 佳 固 定 化 温度 35'C， 载 体 投放 量 0.5g， 甘 露 糖 添 


加 剂 最 佳 浓度 为 10mmolL， 固 定 化 时 间 4.5h。 通 过 计算 各 因素 对 应 K 值得 出 极 差 R， 


R 


可 知 ， 影 响 因素 为 : 载体 量 > 时 间 >pH> 浓 度 > 温 度 。 在 最 佳 正 交 条 件 下 ， 固 定 化 酶 活力 达 


11 


122.75U/g， 而 在 不 含 甘 露 糖 添加 剂 的 空白 组 中 国定 化 酶 活力 为 115.26U/g。 


Table$. Optimization of orthogonal experimental results and analysis 


表 5. 使 用 甘露 糖 的 吸附 固定 化 条 件 优 化 正 交 实 验 结果 与 分 析 


of immobilization 


conditions through adsorption in the presence of mannose 


序号 pH 温度 /C 载体 量 /6s ”浓度 mmol/L ”时 间 /h 相对 酶 活力 /% 

Number Temperature/ Quantity Concetration/ Time/h Relative enzyme 
C of mmol/L activity/% 

carrier/g 

1 6.0 25 0.5 2 1,3 80.57 土 1.23 

2 6.0 30 1.0 5 3.0 55.17 土 2.50 

3 6.0 35 1.5 10 4.5 71.18 土 1.97 

4 6.0 40 2.0 15 6.0 50.25 土 2.13 

5 6.5 25 1.0 10 6.0 82.37 土 1.91 

6 6.5 30 0.5 15 4.5 93.74 土 0.49 

7 6.5 35 2.0 2 3.0 44.10 士 1.86 

8 6.5 40 1.5 5 1.5 54.56 土 1.79 

9 7.0 25 1.5 15 3.0 61.60 土 1.50 

10 7.0 30 2.0 10 1.5 47.96 土 0.50 

11 7.0 35 0.5 5 6.0 100.00 土 0.81 

12 7.0 40 1.0 和 2 4.5 70.73 土 2.32 

13 753 25 2.0 5 4.5 46.93 土 1.38 

14 7.5 30 1.5 2 6.0 48.55 士 0.79 

15 7.5 35 1.0 15 1.5 65.13 土 0.87 

16 5 40 0.5 10 3.0 79.81 土 0.50 

Kl 257.18 271.47 354.12 243.95 248.23 

K2 274.77 245.42 273.40 256.66 240.69 

K3 280.29 280.42 235.90 281.32 282.58 

K4 240.42 255.34 189.24 270.73 281.16 

R 39.87 35.00 164.89 37.37 41.89 

优势 水 平 3 3 1 3 3 

优势 组 合 pH7.0, 温度 35SC， 载 体 量 0.5g, 浓度 10mmol/L, 时 间 4.5h 

主 次 因素 载体 量 > 时 间 >pH> 浓 度 > 温 度 


2.5 甘氨酸 添加 剂 固 定 化 条 件 对 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 影响 
2.5.1 缓冲 液 类 型 及 pH 对 脂肪 酶 固定 化 的 影响 


在 pH 为 6.5 的 条 件 下 ， 本 实验 使 用 了 4 种 类 型 的 缓冲 液 ， 分 别 为 磷酸 钠 组 ; 


液 、 柠 檬 


酸 - 森 檬 酸 钠 缓冲 液 、 柠 檬 酸 -磷酸 氧 二 钠 缓冲 液 、 磷 酸 二 氧 钾 - 氨 氧化 钠 缓 冲 液 。 结 果 如 图 
4(a) 所 示 ， 磷 酸 二 氧 钾 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 固 定 化 效果 最 好 。 因 此 选择 磷酸 二 氧 钾 - 氧 氧化 钠 组 


冲 液 作为 后 续 优 化 缓冲 液 。 使 用 甘氨酸 添加 剂 时 ,其 最 适 缓冲 液 与 以 甘露 糖 为 缓冲 液 的 缓冲 


液 相同 而 与 以 NH4C1 为 添加 剂 的 缓冲 液 不 同 ， 这 可 能 是 因为 氨基 酸 和 甘露 糖 能 改变 大 孔 吸 


附 树 脂 和 缓冲 液 的 电荷 性 以 及 脂肪 酶 的 电离 状态 , 同时 也 有 可 能 对 脂肪 栈 


的 影响 。 


了 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 的 pH 梯度 。 由 图 4b) 可 知 ， 绥 冲 液 在 pH7.0 


使 用 选 出 的 磷酸 二 氧 钾 - 气 氧化 钠 缓冲 液 进行 pH 值 对 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 影响 。 设 置 


的 催化 性 能 有 一 定 


时 酶 活力 达到 最 高 ， 
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之 后 呈 下 降 趋势 ， 因 此 最 佳 固定 化 pH 为 7.0。 

2.5.2 温度 对 吸附 固定 化 的 影响 

由 图 4(c) 可 知 ， 随 着 固定 化 温度 升 高 ， 固 定 化 脂肪 酶 的 活力 上 升 ， 在 30'C 时 达到 最 高 
值 ， 之 后 总 体 呈 现下 降 趋 势 ， 因 此 最 适 固定 化 温度 为 30'C。 

2.5.3 载体 量 对 吸附 固定 化 的 影响 

在 10.0mL 浓度 为 2.0mg/mL 的 脂肪 酶 上 清 液 中 加 入 0.5、1.0、1.5、2.0、2.5g 的 大 孔 吸 
附 树脂 DA-201 载体 ， 其 他 条 件 同 2.5.2。 结 果 如 图 4(d) 所 示 ， 随 着 载体 投放 量 逐 渐 增 加 ， 酶 
活力 逐渐 下 降 ， 因 此 最 适 载体 量 为 0.5g。 

2.5.4 甘氨酸 浓度 对 吸附 固定 化 的 影响 

将 甘氨酸 成 500mmol/L 的 母液 ,然后 在 10mL 的 酶 上 清 液 中 稀释 成 2、.5、10、20、30mmol/L 
的 浓度 梯度 ， 其 他 条 件 同 2.5.3。 结 果 如 图 4(e) 所 示 ， 因 此 25mmol/L 为 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 
最 佳 甘氨酸 浓度 。 

2.5.5 固定 化 时 间 对 吸附 固定 化 的 影响 

设置 了 1.5、3.0、6.0、9.0、12.0h 的 时 间 梯 度 ， 结 果 如 图 4 所 示 ， 随 着 固定 化 时 间 的 
增长 ， 酶 活力 先 逐 渐 上 升 ， 在 6.0h 时 达到 最 高 ， 之 后 总 体 呈 下 降 趋 势 。 原 因 可 能 是 随 着 固 
定 化 时 间 的 延长 ，DA-201 载体 的 孔隙 吸附 的 酶 分 子 逐 渐 增 多 ， 酶 活力 也 随 之 增高 ;而 当 
DA-201 载体 过 长 时 间 浸 泡 在 酶 溶液 中 ， 孔 隙 吸附 的 酶 分 子 饱和 导致 阻塞 ， 酶 促 反应 时 酶 分 
子 不 能 充分 展开 ， 酶 活力 随 之 降低 。 因 此 最 适 固定 化 时 间 是 6.0h。 
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图 4 甘氨酸 添加 剂 各 条 件 对 脂肪 酶 吸附 固定 化 的 影响 
Fig.4 Optimization of lipase immobilization in the presence of glycine 

(a) Effect of buffers on the immobilization of lipase. (b) Effect of pH on the immobilization 
of lipase. (c) Effect of temperature on the immobilization of lipase. (d) effect of the quantity of 
kieselguhr on the immobilization of lipase. (e) Effect of glycine additive concentration on the 
immobilization of lipase. (f) Effect of immobilizing time on the iImmobilization of lipase. 
2.5.6 甘氨酸 正 交 实验 

设置 5 因素 4 水平 的 正 交 表 ， 通 过 计算 各 因素 所 对 应 的 水 平 相对 酶 活力 之 和 值 判 断 
出 最 佳 水 平 ， 结 果 为 最 佳 固 定 化 pH7.0， 最 佳 固定 化 温度 20C， 载 体 投 放量 0.5g， 甘氨酸 添 
加 剂 最 佳 浓度 为 23mmolL， 固 定 化 时 间 7.5h。 通 过 计算 各 因素 对 应 K 值得 出 极 差 R， 由 RR 


可 知 ， 影 响 因 素 : 载体 量 >pH> 温 度 > 时 间 > 浓度 。 在 最 佳 固 
而 在 不 含 甘氨酸 添加 剂 的 空白 组 中 固 
表 6: 使 用 甘氨酸 吸附 固 


141.69U/g, 


定 化 条 件 


定 化 条 件 下 ， 
定 化 酶 活力 为 112.34U/g。 
优化 正 交 实 验 结果 与 分 析 


固定 化 酶 活力 达到 


Table6. Optimization of orthogonal experimental results and analysis of immobilization 


conditions through adsorption in the presence of glycine 


序号 pH 温度 /C 载体 量 /g ”浓度 mmol/L ”时 间作 相对 酶 活力 /% 

Number Temperature/ Quantity Concetration/ Time/h Relative enzyme 
© of mmol/L activity/% 

carrier/g 

1 6.0 20 0.5 10 3.0 89.55+0.52 

2 6.0 25 1.0 15 4.5 70.73+1.11 

3 6.0 30 1.5 20 6.0 52.93+0.52 

4 6.0 35 2.0 25 7.5 50.92+0.51 

5 6.5 20 1.0 20 15 78.02+2.12 

6 6.5 23 0.5 25 6.0 86.82+1.59 

7 6.5 30 2.0 10 4.5 48.21+0.54 

8 6.5 35 1.5 15 3.0 50.09+0.82 

9 7.0 20 1;3 25 4.5 75.86+1.08 

10 7.0 25 2.0 20 3.0 66.10+1.57 

11 7.0 30 0.5 15 73 100.00+1.42 

12 7.0 35 1.0 10 6.0 72.46+0.57 

13 1:3 20 2.0 15 6.0 59.18+1.06 

14 7.5 25 1.5 10 73 61.70+0.77 

15 7.5 30 1.0 23 3.0 76.22+0.89 

16 了 .3 35 0.5 20 4.5 81.37+0.88 

Kl 264.13 302.61 357.74 271.92 281.97 

K2 263.15 285.36 297.43 280 276.17 

K3 314.42 277.36 240.58 278.41 271.39 

K4 278.47 254.84 224.42 289.83 290.64 

及 51.27 47.76 133.33 17.91 19.25 

优势 水 平 3 1 1 4 4 

优势 组 合 pH7.0 温度 20C 载 体 量 0.5 浓度 25 时 间 7.5h 


主 次 因素 载体 量 >pH> 温 度 > 时 间 > 浓 度 
3. 讨 论 


脂肪 酶 吸附 效果 最 好 的 DA-201 载体 ， 然 后 利 月 
了 NH4Cl、 甘 露 糖 和 甘氨酸 等 
素 和 正 交 实验 ， 确 定 了 加 入 不 同 的 添加 章 
加 剂 的 吸附 固定 化 工艺 条 件 是 ; 柠檬 酸 - 森 檬 酸 钠 组 ; 
载体 投放 量 0.5g、NH4Cl 添加 剂 最 但 
115.27U/g， 酶 活力 回收 率 达 11.06%， 
以 甘露 糖 为 添加 剂 的 吸附 固 


固定 化 酶 固 


酶 活力 达到 


定 化 效率 高 47.42%; 


使 用 吸附 树脂 吸附 是 一 种 重要 的 固定 化 酶 方法 。 本 下 


氧化 钠 缓 ; 


液 pH 是 7.0、 最 佳 


3 种 添加 剂 对 该 大 孔 吸 
1 对 脂肪 酶 吸附 


浓度 为 2SmmolyL 、 固 
含有 添加 剂 的 固 


该 载体 进行 后 续 的 吸附 
附 树 脂 吸 附 固定 化 酶 的 影响 。 通 过 单 因 
固定 化 的 优化 条 件 。 以 NH4C1 为 添 


究 从 9 种 大 和 孔 吸附 树脂 种 筛选 出 对 


固定 化 酶 实验 。 探 究 


! 液 pH 是 6.0、 最 佳 固 定 化 温度 30°C、 
定 化 时 间 3.0h， 在 此 工艺 条 件 下 


定 化 酶 比 不 含有 添加 剂 的 
定 化 工艺 条 件 : 磷酸 二 氧 钾 - 氢 
固定 化 温度 35'C、 载 体 投放 量 0.5g、 甘 露 糖 添加 剂 最 佳 浓 度 


为 10mmolyL、 固 


定 化 时 间 4.5h， 在 此 工艺 条 件 下 酶 活力 达到 122.7$SU/g， 酶 活力 回收 率 达 


12.24%, 含有 添加 剂 的 固定 化 酶 比 不 含有 添加 剂 的 固定 化 酶 固定 化 效率 高 6.50%; 以 甘氨酸 


为 添加 剂 的 吸附 


度 20 


固定 化 工艺 条 件 是 : 磷酸 二 氧 钾 - 氧 氧化 钠 缓冲 液 pH 是 7.0、 最 佳 固定 化 温 
C、 载 体 投放 量 0.5g、 甘 氨 酸 添加 剂 最 佳 浓度 为 5mmolL、 固 定 化 时 间 7.5h， 在 此 工 
艺 条 件 下 酶 活力 达到 
添加 剂 的 固定 化 酶 


141.69U/g， 酶 活力 回收 率 达 10.11%， 含 有 添加 剂 的 固定 化 酶 比 不 含有 


固定 化 效率 高 26.12%。 本 研究 表明 ， 无 机 盐 NH4CL 和 氨基 酸 甘 氨 酸 添加 


剂 ， 在 经 系统 的 过 程 优化 后 ， 可 以 较 好 的 提高 大 孔 吸 附 树 脂 固 定 化 脂肪 酶 的 效率 。 


本 在 


树脂 载体 是 一 


究 在 筛选 载体 过 程 中 , 选 出 了 吸附 效果 最 好 的 大 孔 吸 附 树脂 DA-201。DA-201 吸附 
' 茶 乙烯 型 极 性 共聚 体 ， 有 很 强 的 吸附 能 力 , 尤其 是 对 极 性 物质 的 吸附 性 能 更 


加 明显 。 同 时 ， 大 孔 吸 附 树脂 DA-201 的 吸附 固定 化 属于 物理 吸附 过 程 ， 相 较 于 化 学 固定 化 


使 


所 使 


为 柠檬 


影响 较 小 。 
用 NH4Cl、 甘 露 糖 和 甘氨酸 三 种 添加 剂 进行 大 孔 吸 附 树脂 DA-201 吸附 固定 化 脂肪 酶 ， 
的 缓冲 液 对 吸附 固定 化 具有 很 大 的 影响 ， 其 中 在 使 用 NH4Cl 添加 剂 时 ， 最 佳 缓冲 液 
酸 - 森 榜 酸 钠 缓冲 液 ， 而 使 用 甘露 糖 和 甘氨酸 添加 剂 时 ， 最 佳 缓冲 液 则 为 磷酸 二 氢 钾 - 


法 ， 大 孔 吸 附 树 脂 DA-201 的 吸附 不 易 破 坏 酶 活性 中 心 和 酶 的 高 级 结构 ， 从 而 对 酶 的 催化 活 
性 乃至 光学 选择 性 


氧 氧化 钠 绥 冲 液 。 同时， 溶液 的 pH 对 吸附 固定 化 有 很 大 的 影响 ， 其 中 在 使 用 NH4Cl 添加 剂 
时 ， 最 佳 pH 为 6.0， 


附 固 定 化 有 较 大 的 影 
30C、3SC 和 20C。 而 添加 剂 浓度 对 吸附 固定 化 也 有 一 定 程 度 影响 ， 使 用 甘露 糖 时 ， 最 适 
浓度 为 10 mmolEL， 而 使 用 NH4CL 和 甘氨酸 的 最 适 浓 度 相 同 ， 都 为 2SmmoyL。 固 定 化 时 间 


对 吸附 


而 使 用 甘露 糖 和 甘氨酸 添加 剂 时 ， 最 佳 pH 都 为 7.0。 固 定 化 温度 对 吸 
响 ， 在 使 用 NH4sCl、 甘 露 糖 和 甘氨酸 添加 剂 时 ， 最 佳 固定 化 温度 分 别 为 


国定 化 也 有 很 大 的 影响 ， 其 中 在 使 用 NH4C1L 添加 剂 时 ， 最 佳 固定 化 时 间 为 3.0h; 而 


使 用 甘露 糖 和 甘氨酸 添加 剂 时 ， 最 佳 固 定 化 时 间 分 别 为 4.5h 和 7.5h。 本 研究 中 所 考量 的 载 
体 量 投放 量 对 大 孔 吸 附 树 脂 DA-201 吸附 固定 化 脂肪 酶 的 影响 差异 相对 较 小 。 因 此 ,在 所 使 


体 吸 F 


剂 浓度 和 国 
加 入 的 不 同类 型 
时 ， 对 大 和 孔 吸 附 树脂 


用 的 NH4CI、 甘 露 糖 和 甘氨酸 三 种 添加 剂 时 ， 绥 冲 液 类 型 、 绥 冲 液 pH、 固 定 化 温度 、 添 加 
定 化 时 间 对 大 孔 吸 附 树脂 DA-201 吸附 固定 化 脂肪 酶 具有 较 大 的 影响 。 有 可 能 所 
的 添加 剂 ， 因 为 添加 剂 的 分 子 结构 和 电荷 等 的 差异 ， 当 采用 不 同 固定 化 条 件 


DA-201 吸附 固定 化 脂肪 酶 的 效果 产生 极 大 的 影响 。 在 有 机 吸附 树脂 载 


和 固定 化 酶 的 过 程 中 , 添加 适当 的 添加 剂 并 对 吸附 过 程 进行 相应 的 优化 , 可 以 很 好 的 促 


进 甩 


吸附 载体 吸附 


固定 化 酶 。 
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